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Objetivo: Estudar aspectos morfológicos e imunoistoquímicos do fígado de ratos sob 
isquemia e reperfusão (I/R) e submetidos à oxigenação hiperbárica (OHB). Métodos: Trinta e 
dois ratos foram distribuídos em quatro grupos (n=8) nos quais foi realizada a isquemia pela 
oclusão do pedículo hepático por trinta minutos e coletadas amostras de parênquima hepático 
após reperfusão de trinta minutos. Nos animais do grupo I não foi realizado nenhum 
procedimento de oxigenação hiperbárica (OHB), no grupo II a OHB foi realizada no período 
de isquemia, no grupo III a OHB foi realizada no período de reperfusão e no grupo IV foi 
realizada nos períodos de isquemia e reperfusão. Foi usada uma câmara especial de acrílico 
para animais de pequeno porte com 2,0 atmosferas de pressão e oxigênio a 100% para os 
procedimentos de OHB. As amostras de fígado foram processadas para coloração em 
hematoxilina e eosina e imunoistoquímica. A avaliação foi qualitativa (descrição das lesões), 
semi-quantitativa (escore de comprometimento da integridade do hepatócito) e determinação 
de índice apoptótico pela expressão da caspase 3. Resultados: As lesões dos hepatócitos 
atingiram 50% da lesão máxima esperada nos animais do Grupo I ( controle – sem OHB); os 
animais do grupo II (OHB na isquemia) atingiram 25% da lesão máxima, enquanto que a 
maior taxa de lesão foi encontrada nos animais do grupo III ( OHB na reperfusão) com  
91,6% de lesão máxima, sendo que os animais do grupo IV (OHB em ambos os períodos) 
apresentaram 70,8% de lesão máxima esperada. O índice apoptótico teve variação semelhante 
sendo que os animais do grupo II (1,62 ±0,91) tiveram índices significativamente menores 
que os animais do Grupo I (3,5±0,75), enquanto que os piores resultados foram para o grupo 
III (11,25±1,90) e Grupo IV (5,75±1,28). Conclusões: A OHB quando aplicada no período de 
isquemia tem um efeito protetor significante sobre a lesão hepática, no entanto a sua aplicação 
somente na reperfusão ou em ambos os períodos de isquemia e reperfusão tem um efeito 











Objective: morphological evaluation and Imunohistochemical of hepatic ischemia-
reperfusion injury in rats and hyperbaric oxygen (HBO). Methods: Thirty two rats were 
submitted to the ischemia by the occlusion of the hepatic vascular branch by thirty minutes 
and collected samples of hepatic tissue after thirty minutes of reperfusion. Group I (n=8): no 
HBO procedure; Group II (n=8): OHB in the ischemia period; Group III (n=8): OHB in the 
reperfusion period; and in the group IV (n=8): HBO in the ischemia and reperfusion periods. 
A special acrylic hyperbaric chamber was used of for animals of small load (2.0 pressure 
atmospheres and oxygen to 100%). The liver samples were processed for hematoxylin and 
eosin stain and imunohistochemical expression of caspase 3. The evaluation was qualitative 
(description of the lesions), semiquantitative (score of compromising of the integrity of the 
hepatic tissue) and determination of apoptosis by the expression of the caspase 3. Results: 
The damage of the liver cells reached 50% of the expected maximum injury in Group I 
(controls-without HBO); the group II (HBO in the ischemia) reached 25% of the maximum 
expected injury; the largest lesion was found in the animals of the Group III (HBO in 
reperfusion) that presented 91.6% of expected maximum injury while Group IV (HBO in both 
periods) presented 70.8% of expected maximum injury. The apoptosis had similar variation 
and the animals of the group II (1.62 ±0.91) they had rates significantly smaller than Group I 
animals (3.5±0.75), while the worst results went to the group III (11.25±1.90) and Group IV 
(5.75±1.28). Conclusions: OHB when applied in the ischemia period has a significant 
protecting effect on the hepatic injury, however the HBO application only in the reperfusion 
or in both ischemia and reperfusion periods it has a harmful effect, worsening the injury in 
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 O conceito de isquemia está relacionado a restrição parcial ou total de sangue arterial a 
um determinado órgão ou tecido. A extensão das repercussões desta restrição depende do 
metabolismo do tecido atingido, da existência de circulação colateral efetiva e do tempo 
decorrido entre a restrição e a reperfusão1-3. 
  As conseqüências mais evidentes da isquemia estão associadas as alterações 
morfológicas e funcionais resultantes da necrose tecidual. No entanto, nas últimas décadas 
têm chamado a atenção certos aspectos da denominada morte celular programada1-7. 
  As alterações provocadas pela falta de aporte sangüíneo desencadeiam processos 
metabólicos celulares que induzem a célula a sua autodestruição, sem a ocorrência 
característica da reação inflamatória, conhecida como fenômeno de apoptose1-7. 
A apoptose é uma forma de morte celular que ocorre em uma ampla variedade de 
doenças. Nas hepatopatias agudas ou crônicas tem sido associada aos eventos geradores de 
hepatite alcoólica, hepatite viral, hepatocarcinoma, colestase, doença de Wilson e na rejeição 
de transplantes 8-10. 
A avaliação dos aspectos morfológicos da necrose e dos fenômenos metabólicos, 
imunoistoquímicos e genéticos associados a apoptose celular podem ser utilizados como 
indicadores da gravidade da lesão e da reversibilidade das alterações de tecidos submetidos a 
isquemia1-7. 
O transplante hepático, embora esteja em fase adiantada de aplicação clínica, ainda 
apresenta situações não esclarecidas de rejeição aguda que parecem ser resultados de eventos 
que ocorrem na fase de preservação do órgão, em especial com o tipo de solução de 
preservação e com o tempo da chamada isquemia a frio8-18. 
Desde a retirada do órgão do doador até o implante no receptor, numerosos fatores 
influem na posterior boa evolução do enxerto hepático. De todos eles, a isquemia e reperfusão 
é determinante de lesões teciduais que levam a disfunção inicial ou a falência funcional do 
enxerto11,12. A intensidade de necrose hepatocítica é diretamente proporcional ao tempo de 
isquemia e a quantidade de parênquima hepático submetido a isquemia12-14. Assim, o processo 
isquêmico ganhou maior interesse com o avanço na área de transplantes de tecidos e órgãos. 
A retirada do tecido do doador até a implantação no receptor passa obrigatoriamente por um 
período variável de isquemia7. Vários procedimentos têm sido propostos e executados para 
diminuir os danos atribuíveis a ela. 
O fígado, que pode suportar grandes danos sem que haja considerável 
comprometimento da função, mostra-se bastante sensível a hipóxia e aos efeitos da reperfusão 
subseqüente que, de maneira associada, induzem a alterações, atribuídas, pelo menos em 
parte, a liberação de radicais livres durante a fase de reperfusão13-17. 
As lesões induzidas pela síndrome de isquemia-reperfusão podem ser atribuídas a dois 
mecanismos distintos. Um deles, caracterizado pela interação dos polimorfonucleares com as 
células endoteliais capilares, mediada pelas citocinas inflamatórias e moléculas de adesão; o 
outro, pela produção excessiva e posterior liberação de radicais oxigênio, altamente reativos e 
citotóxicos, durante a fase de reperfusão13,17,18. 
 O restabelecimento da circulação arterial leva ao tecido o oxigênio, comburente 
essencial e necessário para as reações de oxidação, que em última análise irá fornecer, a partir 
dos glicídios, a energia necessária para o metabolismo celular. O oxigênio oferecido aos 
tecidos provoca uma produção quantitativamente elevada de espécies reativas de oxigênio em 
curto espaço de tempo. A presença destes radicais livres de oxigênio, que são altamente 
energéticos, causa a perioxidação das membranas celulares, ocasionando a necrose ou 
desencadeando uma cascata de reações bioquímicas que caracterizam o estresse oxidativo e 
que desencadeiam uma série de eventos bioquímicos e gênicos da apoptose 19-21. 
Os mecanismos de isquemia e reperfusão são importantes na gênese de disfunções 
orgânicas não só restritas ao órgão isquemiado, mas também desencadeiam fenômenos que 
podem levar a lesão de outros órgãos à distância13,16,18,22. Na síndrome de isquemia e 
reperfusão hepática os pulmões podem ser alvo de lesão a distância, com acúmulo de 
neutrófilos no interstício pulmonar, como nos casos de choque, trauma ou ainda nos casos de 
transplante hepático22,23, atribuíveis às espécies reativas de oxigênio liberadas na fase de 
reperfusão. 
 Para contornar essas situações procurou-se acrescentar as soluções de preservação do 
órgão a ser transplantado ou a corrente sanguínea do doador e/ou ao receptor, substâncias que 
tivessem ação antioxidante24,25. Várias substâncias associadas a diminuição da produção de 
espécies reativas de oxigênio foram e são testadas como o alfatocoferol26-28, alopurinol26,27, 
ácido ascórbico26,27,29, N-acetil-cisteína26,27,30, entre outras.  
 Também foram e são pesquisadas substâncias que retiram as espécies reativas de 
oxigênio já produzidas conhecidas como varredores (scavengers)6,7,24,25.  
 Outra proposta, aplicada em situações específicas é o procedimento de pré-
condicionamento isquêmico, onde períodos curtos de isquemia são seguidos de períodos 
correspondentes de reperfusão fazendo com que os tecidos se adaptem a um período mais 
prolongado de isquemia sustentada7,24,31-34. 
 Além da tentativa de diminuir ou impedir a produção de espécies reativas de oxigênio 
pelo uso de substâncias antioxidantes ou substâncias varredoras de espécies reativas já 
produzidas, também têm-se procurado meios de diminuir as necessidades metabólicas dos 
tecidos transplantados pelo uso da hipotermia35, precondicionamento isquêmico31-34 e 
oxigenação hiperbárica (OHB)36-39. Estes procedimentos têm sido foco de vários estudos 
experimentais com possíveis aplicações clínicas12,15,17,18,22,23, 31-39, ,40-43. 
 Frente a estas considerações, surge a possibilidade do emprego da oxigenação 
hiperbárica nas situações de isquemia e reperfusão, partindo do princípio que a oferta de 
oxigênio ao tecido isquêmico poderia interferir na subseqüente fase da reperfusão. O 
surgimento das espécies reativas de oxigênio está ligado a avidez que o tecido tem para 
realizar suas reações de oxidação, e conseqüente produção de energia para o metabolismo 
celular, logo a seguir ao período em que este elemento esteve escasso ou ausente. A oferta do 
oxigênio nesta etapa de escassez, ou nas subseqüentes, poderia interferir favoravelmente neste 
mecanismo e assim poupar os tecidos do efeito deletério da ação oxidante destes radicais 
livres44,45. 
 A oxigenação hiperbárica é um procedimento que oferece oxigênio puro (concentração 
de 100%) sobre pressão, que varia entre 2 a 3 ATA (atmosfera de pressão absoluta)43,46. 
Baseada na Lei de Henri (a diluição de um gás em um líquido é diretamente proporcional a 
sua pressão) e na Lei de Boyle (em uma temperatura constante, o volume e a pressão de um 
gás são inversamente proporcionais) a oxigenação hiperbárica irá favorecer a difusão oxigênio 
nos líquidos e tecidos a serem transplantados47,48. Deste modo, seria mantida uma taxa 
metabólica básica para as reações de combustão e fornecimento de energia, que diminuiria os 
processos de liberação excessiva de radicais livres ligados a isquemia tecidual47. A oferta de 
oxigênio reproduziria as condições habituais do tecido e impediria a formação anormal de 
espécies reativas de oxigênio49. 
          Na sua aplicação habitual a oxigenação hiperbárica proporciona a elevação da tensão 
parcial de oxigênio do sangue arterial em níveis 10-20 vezes maiores que em condições 
fisiológicas (PaO2 de 1000-2000mmHg). A oxigenação hiperbárica tem sido utilizada em 
pesquisas clínicas desde o século passado42 e existem inúmeros relatos de sua aplicação em 
isquemia e reperfusão, associada com outras medidas terapêuticas, em humanos e em animais 
de experimentação36-39,50-58.  
        O Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação dentro da linha de 
pesquisa de Integração Orgânica de Transplantes desenvolve projetos experimentais voltados 
para o estudo da aplicação da oxigenação hiperbárica no fenômeno de isquemia e 
reperfusão36-39,56-58. Existem evidências experimentais a respeito da oxigenação hiperbárica 
em vários tipos de tecidos e órgãos como sistema nervoso59-61, cólon62,63, traumas564, 
choque65, lesões actínicas57,66,67, intestino delgado 36,37,45,53,54 , retalhos cutâneos 68-70, fígado71 
em que a oxigenação hiperbárica trouxe efeitos benéficos. O Programa já apresentou pesquisa 
para desenvolvimento de câmara hiperbárica experimental para pequenos animais (ratos)56 e 
dentro deste modelo mostrou os efeitos favoráveis da OHB na colite57 e cistite actínica72. 
Ainda na mesma linha de pesquisa mostrou os efeitos favoráveis da OHB na isquemia e 
reperfusão de intestino delgado36-38, e na isquemia e reperfusão de músculo esquelético39. 
  A literatura biomédica é escassa a respeito da oxigenação hiperbárica e o fenômeno 
de isquemia e reperfusão do figado71. Na revisão bibliográfica não foram encontrados estudos 
da aplicação isolada de oxigenação hiperbárica em animais de experimentação com finalidade 
de proteção hepatocítica no fenômeno de isquemia e reperfusão. 
 Usando um modelo de isquemia hepática já utilizado em pesquisa anterior no 
Programa85 e também em trabalhos anteriores de isquemia e reperfusão com uso de 
antioxidantes 22, 29,30 surgiu a proposta de continuidade a linha de pesquisa investigando o 
papel da oxigenação hiperbárica no modelo animal de isquemia e reperfusão hepática de 
ratos, submetendo-os a  períodos de isquemia e reperfusão e avaliando a aplicação da  
oxigenação hiperbárica nos três períodos do processo, ou seja somente na isquemia, somente 














Avaliar o papel da oxigenação hiperbárica na preservação da integridade morfológica de 






Estudar a morfologia e a expressão imunoistoquímica da apoptose em tecido hepático de ratos 


























Esta pesquisa foi submetida à apreciação e aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
do Hospital São Paulo - Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina 
(UNIFESP-EPM) com a referência CEP nº. 0551/06 e ratificada pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais/ CEUA/UFMS sob o nº 105/2005.           
 
Amostra 
         Foram utilizados trinta e dois ratos machos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem 
Wistar, adultos, com peso médio de 300g, procedentes do Biotério da UFMS, identificados 
por picotes no pavilhão auricular direito ou esquerdo. No período que precedeu o experimento 
os animais foram confinados em gaiolas plásticas com tampo metálico na medida padrão de 
40x30x20cm, alimentados com dieta própria para a espécie (Purina®) e água à vontade. As 
condições de aeração e luminosidade foram  controladas, em ambiente exclusivo para 
roedores e com baixo nível de ruídos externo. Os cuidados de higienização e alimentação 
foram diários e realizados por tratador único, sob supervisão de médico veterinário. 
 
 
Figura 1  - Foto mostrando as condições de confinamento dos animais. 
 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos de estudo (Figura 2): 
      Grupo I (IR/ sem OHB) (Grupo Controle): formado por 8 animais, submetidos à isquemia 
e reperfusão do fígado sem aplicação de oxigenação hiperbárica. 
      Grupo II (IR/OHB-I): formado por 8 animais, submetidos à isquemia e reperfusão do 
fígado, com aplicação de oxigenação hiperbárica durante o período da isquemia. 
      Grupo III (IR/OHB-R):  formado por 8 animais, submetidos à isquemia e reperfusão do 
fígado, com aplicação de oxigenação hiperbárica durante o período de reperfusão. 
       Grupo IV (IR/OHB-IR): formado por 8 animais, submetidos à isquemia e reperfusão do 
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         Os animais foram pesados em balança de precisão, sendo os valores obtidos (em 
gramas), anotados no protocolo nº 1; a seguir, foram anestesiados por via intramuscular com 
solução de cloridrato de quetamina (80mg.mL-1), acepromazina (1mg.mL-1) e cloridrato de 
xilazina (10mg.mL-1), administrada por via intramuscular, na dose de 0,1mL.450g-1. A 
avaliação da eficácia da anestesia foi verificada pela perda do reflexo córneo-palpebral e pela 
ausência de reação à preensão digital do coxim da pata traseira. As doses ministradas foram 
suficientes para realização de todo os procedimentos operatórios e de oxigenação hiperbárica, 
sem necessidade de doses de complementação.  
 
Procedimento operatório 
          Os animais foram posicionados em decúbito dorsal horizontal com as patas dianteiras e 
traseiras fixadas com fita adesiva em prancha operatória; foi feita a epilação da parede 
abdominal, e a anti-sepsia da pele com polivinilpirrolidona a 10% e iodo ativo a 1% 
(Povidine®). Delimitação de campo operatório pela colocação de pano fenestrado esterilizado. 
          A incisão foi mediana, iniciada no processo xifóide, com 50mm de extensão,  no 
sentido crânio caudal, interessando pele, tela subcutânea, aponeurose muscular e peritônio. 
Após a abertura da cavidade peritoneal, foram afastadas as vísceras abdominais e os lobos do 
figado; identificação do pedículo hepático englobando a artéria hepática, veia porta e ducto 
biliar (Figura 3). O pedículo hepático foi clampeado conforme o preconizado pela manobra de 
Pringle73 com pinça hemostática vascular curva de 3cm, tipo Bulldog (Figura 4), durante trinta 
minutos, provocando a Isquemia (Figura 5).  
As vísceras foram recolocadas na cavidade abdominal e as bordas da parede 
abdominal foram temporariamente aproximadas com quatro pontos simples de fio de algodão 
00, eqüidistantes, em plano total, tracionados por pinças hemostáticas com a tensão necessária 
para coaptar as bordas e impedir o contato da cavidade peritoneal com o ambiente externo e 
assim evitar exposição e ressecamento das vísceras.  
Transcorridos os trinta minutos os pontos de algodão foram afrouxados, novamente as 
vísceras foram mobilizadas, identificada e removida a pinça vascular hemostática, iniciando o 
período de reperfusão durante mais trinta minutos. Os pontos foram tracionados mantendo as 
bordas da ferida abdominal aproximadas para o procedimento seguinte de oxigenação 



























 Figura 3 - Foto da cavidade abdominal mostrando o pedículo hepático, englobando a artéria 
hepática, veia porta hepática e ducto biliar, delimitado pelas setas e onde foi 
























Figura 4 –  Foto mostrando o pedículo hepático (espaço entre as setas amarelas) sendo 













Figura 5 –  Foto mostrando o fígado isquemiado (seta amarela), vísceras abdominais 
isquemiadas (seta laranja) e a  presença da pinça hemostática (seta azul) 
aplicada no pedículo hepático, após o período inicial de trinta minutos de 







A câmara de oxigenação hiperbárica. 
             Foi utilizada uma câmara idealizada e construída para uso em pequenos animais, 
desenvolvida em pesquisa anterior56 no Programa de Pós-Graduação em Técnica Operatória 
e Cirurgia Experimental da UNIFESP-EPM (Figura 6). 
 A câmara foi construída em acrílico cristal transparente com resistência de até 560 
quilogramas por centímetro quadrado (kg/cm2) de tensão de ruptura e massa específica a 20 
graus igual a 1,19 (g/cm3). O cristal transparente permitiu a observação dos animais no seu 





Figura 6  – Foto do conjunto da câmara hiperbárica em acrílico para animais de pequeno 
porte, mostrando cilindro de oxigênio (seta amarela), medidor de vazão tipo T e 
manômetro (seta azul), filtro regulador de pressão (seta laranja) e tampa acrílica 






Figura 7 –  Foto mostrando em detalhe o manômetro e a indicação da  pressão usada durante 





Figura 8 – Foto mostrando o animal operado (seta amarela) no interior da câmara durante o 
procedimento de oxigenação hiperbárica e o recipiente com cal sodada (seta 
laranja) para retenção do gás carbônico. 
             A construção da câmara em forma cilíndrica com fundo fixo e uma tampa do mesmo 
material tem diâmetro de quarenta centímetros e permitiu a presença de três a quatro animais 
em cada sessão de oxigenação hiperbárica. 
No interior do cilindro, foi colocado recipiente plástico multiperfurado com cal sodada 
para retenção do gás carbônico exalado pelos animais (Figura 8). 
 Na tampa superior foi fixada uma conexão reta de ¼ de diâmetro para saída de  tubo 
de polietileno do mesmo calibre e conectado filtro regulador de pressão com capacidade de 0 
a 10 quilogramas força por centímetro quadrado (kgf/cm2). O filtro foi conectado (Figura 6) 
um medidor de vazão, tubo de oxigênio, cilindro do tipo T (Figura 7), com volume de 10 
metros cúbicos (m3) e com regulador de pressão em 315 kgf/cm2. 
O aparato permitiu obter a pressão estabelecida para o experimento de 2,0 ATA (duas 
atmosferas absolutas de pressão) e oxigenação constante de 100% (Figura 7). 
 
Procedimento de oxigenação hiperbárica 
 Os procedimentos operatórios e de oxigenação hiperbárica foram realizados em 
ambiente apropriado, adaptado para operações em animais de pequeno porte e em condições 
de assepsia e anti-sepsia. 
 Com a câmara devidamente preparada, logo após o procedimento operatório de 
isquemia (Grupo II), reperfusão (Grupo III) ou isquemia e reperfusão (Grupo IV) os animais 
foram colocados em seu interior, a tampa foi hermeticamente fechada e iniciada a compressão 
com oxigênio 100%. 
           Grupo I(controle): os animais não foram submetidos à oxigenação hiperbárica. Após a 
oclusão do pedículo hepático durante trinta minutos, foram afrouxados os pontos, aberta a 
parede abdominal, retirada a pinça hemostática (bulldog) e  iniciou-se a contagem de trinta  
minutos do período de reperfusão. 
          Grupo II: imediatamente após a aplicação da pinça vascular, ocluindo o pediculo 
hepático, os animais foram colocados na câmara hiperbárica, por um período de trinta 
minutos. Retirados da câmara, os pontos da parede abdominal foram afastados, removida a 
pinça vascular, aproximadas as bordas da ferida e iniciada a contagem dos trinta minutos do 
período de reperfusão com os animais mantidos fora da câmara hiperbárica. 
          Grupo III: após a aplicação da pinça vascular, ocluindo o pedículo hepático, os animais 
foram mantidos fora da câmara hiperbárica por período de trinta minutos. Os pontos aplicados 
à parede abdominal foram afastados, removida a pinça vascular, aproximadas as bordas da 
ferida e então os animais foram colocados na câmara hiperbárica e iniciada a contagem dos 
trinta minutos do período de reperfusão.  
        Grupo IV: imediatamente após a aplicação da pinça vascular, ocluindo o pedículo 
hepático, os animais foram colocados na câmara hiperbárica, por um período de trinta 
minutos. Retirados os animais da câmara hiperbárica, os pontos da parede abdominal foram 
afastados, removida a pinça vascular, aproximadas as bordas da ferida, recolocados os 
animais na câmara e iniciada a contagem dos trinta minutos do período de reperfusão. 
 
Procedimento de coleta de material 
           Nos animais de todos os grupos, após os períodos de trinta minutos de isquemia e trinta 
minutos de reperfusão, os pontos da parede abdominal foram removidos. Identificou-se o 







Figura 9 –  Foto mostrando o fígado do qual foram retirados os fragmentos para serem 
imersos na solução de fixação de formalina tamponada 10%. 
Os fragmentos do fígado, retirados aleatoriamente dos respectivos lobos foram 
imersos em frasco hermético contendo solução de formaldeído a 10%. O volume do fixador 
foi dez vezes superior ao do tecido fixado ( Figura 10). 
 
 
Figura 10 - Locais do fígado onde foram colhidos os fragmentos aleatoriamente em todos os 
lobos (setas amarelas) e imersos imediatamente em frasco hermético contendo 
solução de formaldeído a 10 % (seta laranja) para fixação e posterior 
processamento histológico. 
 
Procedimento de eutanásia 
Concluído o experimento, procedeu-se a eutanásia dos animais ainda anestesiados, por 
exangüinação, conseqüente a hepatectomia total, para coleta do fígado. 
Processamento histológico 
  
Após vinte e quatro a quarenta e oito horas de fixação em formaldeído as peças foram 
submetidas à trocas sucessivas com álcool a 70oGL, progressivamente até 100oGL. . O 
processamento dos tecidos foi feito por duas imersões em álcool 70% por uma hora cada, uma 
imersão em álcool 80% por uma hora, uma imersão em álcool 95% por uma hora, três 
imersões em álcool absoluto por uma hora cada, três imersões em éter de petróleo sendo a 
primeira por uma hora e as outras duas por duas horas cada, e três imersões em parafina, as 
primeiras duas por duas horas e a terceira por meia a uma hora em vácuo. 
A seguir, os fragmentos foram submetidos à técnica de inclusão em parafina e 
realizados cortes de 7 micrômetros (µm) de espessura em micrótomo rotativo. Os cortes 
histológicos de todos os animais foram corados pela hematoxilina-eosina (H.E.) e analisados 
em microscópio de luz (Figura 11). 
 
 
Figura 11 – Fotomicrografia  característica de tecido hepático coletado, mostrando a 
integridade dos hepatócitos comprometida, desordenação dos feixes celulares e 
outros indicativos de lesão hepática, em um animal do grupo III. 200X. HE. 
 
 
Figura 12 –  Foto mostrando o equipamento usado para a leitura, microscópio Carl Zeiss 
Axilab, sistema de captura Axiocam MRC e processamento com o  programa 
de computador Axiovision (Rel 4.2 da Zeiss®).       
 
 
Figura 13 –   Foto da tela do monitor mostrando detalhes do programa de computador usado 
Axiovision (Rel 4.2 da Zeiss®). 
As imagens foram capturadas através de câmara de captura de imagem de alta 
resolução, software AXIOcam MRC da ZEISS® e a leitura realizada em microscópio óptico 
CARL ZEISS® Axilab (Figura12). O programa utilizado foi a Axiovision  Rel 4.2 da 
ZEISS® (Figura 13). 
 
Processamento de imunoistoquímica 
Foi realizado processamento imunoistoquímico para marcação da caspase 3 e a sua 
expressão como mensuração da apoptose celular nos hepatócitos, utilizando o complexo 
avidina- biotina- peroxidase (ABC.).  
Os tecidos foram cortados com 3 micrômetros (µm) de espessura e montados em 
lâminas de vidro previamente preparadas com o adesivo poli- D-lisina (Sigma Chemical 
Corporation, P- 7886, Saint Louis MO. EUA). Os cortes foram desparafinizados em xilol por 
5 minutos (3 banhos), hidratados em álcool etílico absoluto (4 banhos) e lavados com solução 
salina tamponada (SST) em pH 7,4 por 5 minutos; posteriormente os cortes foram tratados 
com peróxido de hidrogênio (H₂O₂) a 3% diluído em SST por 5 minutos para bloqueio de 
peroxidase endógena. Utilizou-se o método de recuperação de epítopos pelo calor (SST de 
citrato com pH 6,4 por 15 minutos em forno de microondas) para a pesquisa de caspase 3.  
Em seguida, os tecidos foram incubados com anticorpo primário anti- caspase 3 em 
média por 16 horas, incluindo o período noturno. No dia seguinte, após lavagem em SST, os 
cortes foram incubados com anticorpo secundário biotinilado na diluição de 1: 300 (Vector 
Corporation, Burlingame, Califórnia, EUA). A seguir realizou-se incubação por 45 minutos 
com complexo ABC na proporção de 1 gota do reagente A (avidina) e uma do reagente 
B(biotina ligada à peroxidase) na diluição de 5 ml de solução do TRIS.  
Para visualização da reação, os cortes foram tratados com solução de DAB (3-3)- 
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina na concentração de 1 mg/ml de solução tampão de 
TRIS e solução de peróxido de hidrogênio (H₂O₂) por 5 minutos. Os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Harris por 20 segundos ou verde de metila por 5 minutos com 
posterior desidratação em banhos de álcool etílico absoluto (5 banhos) e xilol (3 banhos).  
Todos os passos da reação imunoistoquímica foram realizados à temperatura ambiente, 
com exceção da incubação no forno de microondas. Entre cada passo da reação as laminas 
foram lavadas várias vezes com SST (pH = 7,4). 
 A expressão imunoistoquímica da caspase 3 foi identificada e quantificada por 
programa de computador (o programa AXIOVISION Rel 4.2 da ZEISS®) à partir de tecido 
com cor marrom (Figura 14 ). 
 
Figura 14 - Fotomicrografia característica de uma lâmina  de tecido hepático preparada pelo 
método imunoistoquímica para expressão da caspase 3, mostrado pela coloração 
marrom das células em apoptose  em um animal do grupo I. Imunoistoquímica. 
200X. 
 
Avaliação histológica pela coloração em HE 
As lâminas coradas em HE foram avaliadas qualitativamente pela descrição do 
histologista sem conhecimento dos grupos a que pertenciam as lâminas. Foram escolhidos 
vinte campos aleatórios em cada lâmina de cada animal e descrição ressaltou o conjunto de 
pontos mais relevantes de cada grupo. A descrição qualitativa procurou avaliar a viabilidade 
dos hepatócitos observando-se os seguintes oito itens para detectar  sinais indicativos de lesão 
tecidual ou celular: 
1 - Preservação dos lóbulos hepáticos (ordenação e integridade dos cordões celulares em 
relação à veia centro lobular). 
2 - Avaliação da integridade da veia centrolobular (VCL)  
3-  Avaliação da integridade do espaço porta (EP). 
4 - Avaliação da congestão ou dilatação dos capilares sinusóides hepáticos. 
5 - Sinais de extravasamento de hemácias nos sinusóides hepáticos. 
6 - Integridade dos núcleos dos hepatócitos (tamanho, coloração e fragmentação) 
7 - Integridade da membrana celular e estrutura dos hepatócitos. 
8 -Avaliação da infiltração gordurosa no citoplasma das células (inclusões de gorduras). 
 
Concomitante ao processo de avaliação qualitativa, que o histologista realizou de 
modo cego, sem saber a que grupo pertencia cada lâmina, foram também realizadas 
avaliações semiquantitativas pela graduação dos sinais indicativos de lesões. Cada um dos 
vinte campos foram pesquisados à procura de lesões em cada um dos oito itens selecionados. 
Para as lesões ausentes ou presente em no máximo dois campos foi atribuído o valor zero(0), 
para a presença de lesões entre três e oito campos atribuiu-se o valor um(1), para a presença 
de lesões entre nove e quatorze campos atribuiu-se o valor dois(2) e para presença entre  
quinze e vinte campos atribuiu-se o valor três (3) conforme o resumido no Quadro 1. 
A graduação dos sinais indicativos de lesões (ausentes, leves, moderados e 
acentuados) foi estabelecida de acordo com critérios pré-estabelecidos no projeto-piloto e 
facilitada pelo procedimento de contagem pelo programa computacional. 
Deste modo a somatória dos pontos de cada um dos oito parâmetros poderia atingir o 
valor mínimo de zero, se nenhum sinal indicativo de lesão fosse observado em todos os oito 
parâmetros, e valor máximo de trinta (30) pontos, se os valores máximos de sinais indicativos 

















Quando o sinal indicativo de lesão estava presente em 







Quando o sinal indicativo de lesão estava presente entre três a 







Quando o sinal indicativo de lesão estava presente entre nove 







Quando o sinal indicativo de lesão estava presente em mais 
de quinze dos vinte  campos observados. 
 
 
Quadro 1 – Critérios  de graduação  segundo os sinais indicativos de lesão hepática tecidual 
ou celular encontrados em vinte campos observados nas lâminas coradas em HE. 
 
Para comparação entre os grupos foi estabelecido que de zero até vinte pontos na 
somatória de cada parâmetro a lesão seria considerada ausente, de trinta à sessenta pontos na 
somatória de cada parâmetro (25%) seria considerada lesão leve, de sessenta e um  à cento e 
vinte pontos (50%) seria lesão moderada,  de cento e vinte e um  à cento e oitenta pontos 
(75%) seria lesão acentuada e acima de cento e oitenta  pontos (>75%) seria lesão grave, 
conforme mostrado no Quadro 2. 
 
Critérios de avaliação imunoistoquímica 
 O programa de computador Axiovision Rel 42.-Zeiss permitiu a marcação das células 
coradas em marrom (expressão imunoistoquímica da caspase 3), sua contagem em vinte 
campos aleatórios, cálculo de sua porcentagem em relação às células não coradas em marrom 
(células sem expressão imunoistoquímica da caspase 3) e apresentação dessas medidas em 
média e desvio-padrão. O índice da apoptose foi calculado considerando a porcentagem de 


























Somatória dos graus de sinais indicativos de lesão presente 
entre zero e vinte  do total de duzentos e quarenta pontos 











Somatória dos graus de sinais indicativos de lesão presente 
entre vinte e um e sessenta  do total de duzentos e quarenta 












Somatória dos graus de sinais indicativos de lesão presente 
entre sessenta e um e cento e vinte  do total de duzentos e 












Somatória dos graus de sinais indicativos de lesão presente 
entre cento e vinte e um e cento e oitenta  do total de 













Somatória dos graus de sinais indicativos de lesão presente 
entre cento e oitenta e um e o total de duzentos e quarenta 
pontos possíveis  nos oito parâmetros avaliados. 
 
 
Quadro 2 –Critérios da graduação histológica para avaliação global dos grupos, considerando 
os oito parâmetros avaliados segundo a somatória do número de pontos da 
graduação numérica e a porcentagem dos pontos para lesão ausente, leve, 
moderada, acentuada e grave. 
 
Análise estatística 
 De acordo com a natureza das variáveis foi utilizado o teste de análise por variância 
(ANOVA) e o teste de Tukey-Kramer para comparações múltiplas de variáveis quando e se 
cabíveis. Estabeleceu-se um p< 0,05 (5%) para rejeição da hipótese de nulidade e os valores 




Descrição histológica qualitativa (coloração em HE) 
A avaliação histológica foi realizada pela leitura das lâminas coradas em hematoxilina-
eosina, em vinte campos escolhidos aleatoriamente e em grande aumento (200X). As 
alterações morfológicas observadas nas lâminas, em cada um dos oito animais de cada grupo, 
foram descritas qualitativamente ressaltando-se o conjunto de pontos mais relevantes de cada 
grupo.  
 
Animais do Grupo I – Isquemia e reperfusão sem oxigenação hiperbárica. (Figuras 15 e 16). 
Os lóbulos hepáticos estavam pouco preservados, notando-se congestão vascular dos 
sinusóides hepáticos e algumas hemácias extravasadas nos espaços sinusoidais. Constatou-se 
ampla ocorrência de lesões necróticas celulares caracterizadas pelo comprometimento da 
integridade da membrana citoplasmática dos hepatócitos e com infiltração gordurosa no 
citoplasma nas células íntegras remanescentes. Os núcleos celulares apresentaram-se 
heterocromáticos. Em alguns campos a veia centro lobular mostrou sinais de sofrimento com 
solução de continuidade da parede endotelial. Os achados indicativos de lesões teciduais deste 
grupo I foram menores que os dos grupos III e IV, no entanto foram mais expressivos que os 
encontrados nos animais do grupo II. 
 
Animais do grupo II – Oxigenação hiperbárica somente no período de isquemia. (Figuras 17 
e 18). 
Este grupo mostrou poucos sinais indicativos de lesões celulares  prevalecendo a 
presença de células integras. Observaram-se lóbulos hepáticos bem preservados com 
hepatócitos íntegros na maior parte dos campos estudados. Notou-se discreta congestão 
vascular dos sinusóides hepáticos e raras hemácias extravasadas nos espaços sinusoidais. Não 
se observou infiltração gordurosa, sendo raras as inclusões de gorduras no citoplasma das 
células. Os núcleos apresentaram-se grandes, volumosos, eucromáticos, sendo que alguns 
poucos se apresentaram heterocromáticos. Os animais deste grupo foram os que mostraram os 






Figura 15 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo I mostrando a veia 
centro lobular com os hepatócitos pouco preservados, sinais de  necrose (setas 
pretas) celular e núcleos heterocromáticos (setas azuis). (HE – 200X). 
 
 
Figura 16 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo I mostrando o espaço 
porta com hepatócitos pouco preservados, sinais infiltração gordurosa no 
citoplasma das células (setas pretas) e congestão vascular dos sinusóides 
hepáticos (setas azuis).(HE-200X). 
 
 
Figura 17 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo II mostrando a veia 
centro lobular com a preservação da integridade dos lóbulos hepáticos e dos 
hepatócitos (setas pretas) e ausência de congestão nos sinusóides (setas azuis). 





















Figura 18 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo II mostrando o espaço 
porta com a preservação da integridade dos hepatócitos, núcleos em sua maioria 
eucromáticos (setas pretas) e raras inclusões de gorduras no citoplasma das 
células (setas azuis). (HE – 200X). 
Animais do grupo III – Oxigenação hiperbárica somente no período de reperfusão. (Figuras 
19 e 20). 
Neste grupo ocorreram lesões celulares importantes com desestruturação dos 
hepatócitos e dos lóbulos hepáticos. Houve predominância de núcleos heterocromáticos, 
predominando os hipercromáticos, concentração de cromatina na periferia do núcleo e 
fragmentação de núcleos. Os capilares dos sinusóides hepáticos estavam congestos e com 
presença  de hemácias extravasadas nos espaços sinusoidais. No citoplasma do hepatócito 
detectou-se inclusões de gorduras caracterizando uma infiltração gordurosa difusa. Este grupo 
apresentou sinais indicativos de alterações celulares e necrose bem mais acentuada que os 
outros três grupos.  
 
Animais do Grupo IV – Oxigenação hiperbárica nos períodos de isquemia e de reperfusão. 
(Figuras 21 e 22). 
 A desestruturação lobular hepática e a necrose dos hepatócitos também estiveram 
evidentes nos animais deste grupo. Ocorreu dilatação dos capilares dos sinusóides hepáticos e 
extravasamento discreto de hemácias nos espaços sinusoidais. Os núcleos mostraram-se 
também heterocromáticos e com infiltração gordurosa do citoplasma. Comparativamente as 
lesões, do ponto de vista qualitativo, foram intermediárias entre o grupo III (lesões mais 
importantes) e o grupo II (lesões menos evidentes). 
 
Avaliação histológica descritiva e comparativa 
 A descrição das lesões encontradas nos quatro grupos permitiu verificar que a natureza 
das lesões é semelhante e caracterizam estágios diferentes de comprometimento tecidual e 
celular compatível com os fenômenos clássicos da necrose celular. No entanto as menores 
lesões estiveram presentes nos animais do grupo II, enquanto que as mais evidentes estiveram 
presentes no grupo III. As lesões asssociadas ao grupo IV foram menos evidentes que as do 
grupo III, porém mais evidentes que as existentes no grupo I e II. 
 
 Avaliação histológica semiquantitativa (coloração em HE) 
A distribuição das médias e da somatória das médias dos escores resultantes da 
observação dos vinte campos em cada lâmina de cada animal para cada grupo, segundo os 
critérios de ausente, leve, moderado, acentuado e grave, para os oito itens de sinais indicativos 
de lesão tecidual ou celular, estão representados na tabela 1 e gráfico 1. 
 
Figura 19 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo III mostrando a veia 
centro lobular onde também se pode notar a desestruturação dos hepatócitos 





Figura 20 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo III mostrando o 
espaço porta onde se podem notar os vasos congestos, hemácias nos espaços 




Figura 21 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo IV mostrando a veia 
centro lobular, com perda de integridade dos hepatócitos (setas pretas) e 




Figura 22 – Fotomicrografia de tecido hepático de um animal do grupo IV mostrando o 
espaço porta com a presença de núcleos heterocromáticos (setas pretas) e 
infiltração gordurosa no citoplasma das células (setas azuis).(HE – 200X). 
Tabela 1 – Distribuição das médias e da somatória das médias dos escores resultantes da 
observação dos vinte campos em cada lâmina de cada animal para cada grupo, 
segundo os critérios de ausente, leve, moderado,acentuado e grave, para os oito 
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Gráfico 1 - Distribuição da somatória das médias dos escores resultantes da observação dos 
vinte campos em cada lâmina de cada animal para cada grupo, segundo os 
critérios de ausente, leve, moderado, acentuado e grave, para os oito itens de 




Avaliação do índice de apoptose dos hepatócitos (imunoistoquímica – caspase 3) 
 
A avaliação histológica foi realizada pela leitura das lâminas coradas pela 
imunoistoquímica para expressão da caspase 3, em vinte campos escolhidos aleatoriamente e 
em grande aumento (200X). As células coradas em marrom representaram aquelas que 
expressaram a caspase 3 e portanto em processo irreversível de apoptose. A marcação e 
contagem pelo programa computacional permitiram o cálculo da média e desvio-padrão dos 
índices apoptóticos encontrados nos quatro grupos. As figuras 23 à 26 mostram 
fotomicrografias características de cada grupo e a tabela 2 e gráfico 2 mostram os resultados 
numéricos encontrados. 
 
Figura 23 – Fotomicrografia de uma lâmina característica de um animal do grupo I onde se 
observam as células de coloração marrom marcadas pela imunoistoquímica como 




Figura 24 – Fotomicrografia de uma lâmina característica de um animal do Grupo II, onde se 
observam raras células de coloração marrom marcadas pela imunoistoquímica 
como expressão da caspase 3. (Imunoistoquímica – 200X). 
 
 
Figura 25 – Fotomicrografia de uma lâmina característica de um animal do grupo III, onde se 
observa grande concentração de células de coloração marrom, marcadas pela 




Figura 26 – Fotomicrografia de uma lâmina característica de um animal do Grupo IV, onde 
se observa moderada quantidade de células de coloração marrom marcadas pela 
imunoistoquímica como expressão da caspase 3. (Imunoistoquímica -200X). 
 
 
Tabela 2 – Distribuição das Médias e desvios padrão da expressão da caspase 3 nas células 
hepáticas marcadas em marrom  e calculadas  para cada animal de cada grupo 
em leitura de 1000 células contadas em 20 campos aleatórios nas lâminas 
















± 0,75 ± 0,91 ± 1,90 ± 1,28 
Teste ANOVA (p < 0,0001) 
Teste de Tukey - Kramer para comparações múltiplas ( F calculado = 83,048*) 
           (p <  0,001 ) 
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Gráfico 2 – Distribuição das médias e desvios padrão da expressão da caspase 3 nas células 
hepáticas marcadas em marrom  e calculadas  para cada animal de cada grupo 
em leitura de 1000 células contadas em 20 campos aleatórios nas lâminas 






















A linha de pesquisa em Integração Orgânica de Tecidos e Órgãos, do Programa de 
Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação da UNIFESP - EPM, está em parte dedicada 
para os problemas envolvidos no transplante de tecidos e órgãos, em especial os que 
envolvem o fígado. Entre as propostas para avaliar e melhorar os resultados desses 
transplantes, usando animais de experimentação, investiga o papel da oxigenação hiperbárica 
36-39,56-58,72. 
 Seguindo o padrão já traçado pela linha de pesquisa o modelo animal escolhido foi o 
rato, pois é de uso corrente na literatura e sensível às alterações causadas pelo fenômeno de 
isquemia e reperfusão hepática74-76, o que propiciou a possibilidade de confrontação dos 
resultados 36-39,56-58,7172,76-78. O rato é um animal de uso freqüente em modelos experimentais, 
principalmente pela facilidade de confinamento e o baixo custo79. A manutenção em biotério 
controlado facilitou a obtenção de uma amostra homogênea de animais machos, com idade e 
peso similares.  
Os procedimentos realizados seguiram as diretrizes do Comitê Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA) e foram devidamente avaliados pelos Comitês de Ética das 
duas instituições envolvidas na pesquisa. 
Os procedimentos anestésicos foram os padronizados pelo Programa de Pós-graduação 
em seus experimentos envolvendo ratos. A associação das drogas quetamina, acepromazina e 
xilazina foi suficiente para manter os animais em plano anestésico durante todos os 
procedimentos operatórios e de oxigenação hiperbárica. A administração intramuscular por 
sua vez evitou eventuais intercorrências dos anestésicos com a aplicação intraperitoneal (lesão 
de alças ou interação com os procedimentos operatórios). A aplicação de anestésicos 
inalatórios seria incompatível com a necessidade de manter os animais sob a oxigenação 
hiperbárica75,76,80-83. 
A via de acesso por uma incisão abdominal mediana, com origem no processo xifóide 
e em sentido caudal até a região púbica, é consensual na literatura75,76,82,83 e permitiu ampla 
exposição do fígado e hilo hepático. A produção da isquemia hepática foi realizada pela 
manobra idealizada e divulgada por Pringle73 e que consistiu na interrupção da circulação 
arterial e venosa do parênquima hepático pela aplicação de pinça hemostática tipo bulldog, 
em monobloco, no pedículo hepático englobando a artéria hepática, veia porta hepática e 
ducto biliar. No trabalho original de Pringle73,com isquemia total do fígado, não houve 
preocupação em interromper seletivamente os elementos do pedículo hepático, nem de 
derivação vascular para descompressão esplâncnica, o que é regra em trabalhos experimentais 
nos dias atuais74,82,84. No entanto, optou-se pela interrupção total por ser o procedimento 
efetivamente realizado quando se procede à hepatectomia para transplante hepático. Deste 
modo procurou-se utilizar o modelo que mais se aproxima do uso prático diário em 
transplantes em seres humanos. O fígado removido do doador terá ambos os componentes 
vasculares ligados e retirados, assim como ocorrerá a ligadura do ducto colédoco.  
A retirada do órgão do doador, sua preservação até o implante no receptor e a 
subseqüente reperfusão é objeto de estudo na literatura pertinente, pois existem diversos os 
pontos ainda não adequadamente esclarecidos e que comprometem o resultado final de 
integração do enxerto 1,4-6,12-17,24-30,48-50,74-76,85-87. 
Existem vários modelos na literatura biomédica para a realização e avaliação do 
fenômeno de isquemia e de reperfusão50,85,87. Pesquisa anterior na linha de pesquisa mostrou 
que a interrupção causada pelo clampeamento do pedículo hepático do rato, em bloco, 
provoca alterações morfológicas evidenciadas pela microscopia óptica e eletrônica de 
transmissão. As lesões são tempo dependente e já evidentes aos vinte minutos, sendo mais 
extensas e graves aos trinta minutos, com alterações de organelas citoplasmáticas dos 
hepatócitos85. Em conformidade com estes resultados decidiu-se por provocar uma isquemia 
hepática de trinta minutos no rato, pois além de ter-se a expectativa de lesão evidenciável, 
reproduz o tempo mínimo que transcorre entre a retirada do doador e o implante no receptor. 
Há relatos na literatura biomédica que mostram, à partir de trinta minutos de 
reperfusão, as primeiras alterações nas dosagens de enzimas séricas hepáticas, o que é 
considerado um sinal de lise da membrana citoplasmática, ou seja de necrose celular e 
também mostram alterações enzimáticas e metabólicas relacionadas com o estresse oxidativo,  
principal efeito dos radicais livres e com a apoptose celular 88-92. 
Os efeitos advindos da isquemia e posterior reperfusão podem ser avaliados de modo 
direto pelas manifestações morfológicas associadas à necrose celular. Modificações 
estruturais no tecido hepático e nos hepatócitos podem ser avaliados qualitativamente e 
quantitativamente. Medidas de fatores bioquímicos relacionados com o estresse oxidativo 
também podem oferecer meios de monitorar a repercussão da apoptose celular conseqüente à 
reperfusão tecidual 50,84,87. 
O oxigênio é essencial para a produção de energia no organismo humano sendo o 
comburente da reação de oxidação que à partir de substratos oxidáveis, em especial a glicose, 
produz a energia  que será armazenada e disponibilizada nos complexos de adenosina 
trifosfato (ATP). Estas reações de combustão ocorrem em sua maior parte nas mitocôndrias e 
dependem de uma interação de substratos, enzimas, vitaminas, eletrólitos e água1-7,84,87. 
Uma enzima, a xantina desidrogenase (XD), é uma das responsáveis pelo mecanismo 
de fornecimento de um elétron altamente energético para a nicotinamida adenina difosfato 
(ADP) que sendo receptora deste elétron se transforma no ATP, armazenando a energia 
resultante da combustão de modo estável e transportável dentro da própria célula ou para 
outros tecidos e órgãos. A supressão do oxigênio determina a conversão da XD em xantina 
oxigenase (XO)21. Esta enzima utiliza o oxigênio como receptor de elétrons, numa ligação 
instável e altamente energética formando os conhecidos radicais livres de oxigênio (RLO) ou 
espécies reativas de oxigênio (EROs) como o superóxidos (O2-) e peróxido de hidrogênio 
(H2O2-)21,84,87,93,94. Os radicais livres de oxigênio determinam a destruição das camadas 
lipoprotéicas das membranas celulares do núcleo, mitocôndrias e do citosol levando a morte 
celular imediata por necrose ou desencadeando processos bioquímicos que, após um 
determinado tempo, levará à morte celular por apoptose1-7,84,87. 
Esforços têm sido carreados para a busca de procedimentos que possam evitar ou 
atenuar os efeitos destas espécies reativas de oxigênio ou radicais livres2,3,41,92-94. Têm-se 
utilizado substâncias inibidoras da formação dos radicais livres conhecidas como 
antioxidantes24-30, substâncias varredoras destas substâncias (scavengers)6,7,24,25,91, processos 
de pré-condicionamento físico ou químico, onde supressões parciais e progressivas de 
oxigenação antecedem uma supressão sustentada mais prolongada7,24,31-34. Cada proposição 
tem mostrado vantagens e desvantagens na dependência dos modelos utilizados de 
isquemia/reperfusão, nas doses das substâncias utilizadas, nos períodos em que são 
empregadas, nos parâmetros que são usados para avaliação dos resultados, entre outras 
variáveis intervenientes1-7. 
Entre as múltiplas propostas em estudo, a oxigenação hiperbárica tem um suporte 
teórico que a torna objeto de pesquisa nas situações de isquemia/reperfusão42-50. A oxigenação 
hiperbárica vem sendo utilizada em trabalhos clínicos envolvendo trombose de veias 
hepáticas pós-transplante97-100, em modelo de trombose experimental em ratos101, em modelo 
experimental de ratos com cirrose hepática102, em associação com hipotermia hepática em 
ratos em preservação para transplantes103, como pré-condicionamento em ratos para prevenir 
lesões hepáticas da isquemia e reperfusão, em modelos para testar antioxidantes e 
mecanismos de agregação plaquetária associadas a lesão de isquemai e reperfusão104-109. 
Considerando que o fator desencadeante de todo o processo é a privação do oxigênio, 
o oferecimento deste elemento aos tecidos, no momento em que a perfusão sanguínea estiver 
ausente ou prejudicada, poderá suprimir ou diminuir o desencadeamento da cascata de 
eventos bioquímicos que levarão à formação dos radicais livres. Em situações de ausência de 
oxigênio inicia-se uma seqüência de eventos bioquímicos que provocarão disfunção celular, 
edema celular e intersticial e finalmente morte celular. A célula, privada de seu combustível 
básico, passa a obter energia por meio do metabolismo anaeróbico, o que resulta em acidose 
lática. A homeoestase fica prejudicada pela acidose, as reações bioquímicas ficam alteradas, 
ocorre lesão das membranas citoplasmática e mitocondrial, alterações eletrolíticas e perda da 
capacidade de sintetizar ATP (adenosina trifosfato). A repecussão morfológica é caracterizada 
pelo edema dos lisossomos,vacuolização de retículo endoplasmático, extravazamento de 
enzimas e proteínas para o citosol e descarcterização da compartimentalização celular87. O 
núcleo sofre alterações de cromatina que se reflete em heterocromasia na avaliaçãoem 
microscopia óptica. 
Na reperfusão a produção de energia é restaurada e os catabólitos são removidos. 
Contudo, a reperfusão causa graves conseqüências  metabólicas e seu estudo ainda é motivo 
de controvérsias em virtude da variedade de fenômenos envolvidos87. A necrose celular é 
evento que pode ser avaliado por microscopia óptica e está relacionada diretamente com a 
gravidade do fenômeno de isquemia e reperfusão. A aplicação da oxigenação hiperbárica 
pode melhorar estas lesões104-110. 
Não obstante a morte celular, em situações de isquemia e reperfusão, seja 
naturalmente atribuídas a necrose celular, tem se que reconhecer outro tipo de morte celular: a 
apoptose, ou morte celular programada,  e que pode ser ativada durante as fases iniciais da 
reperfusão após isquemia hepática 3-8, 87. A apoptose diferencia-se da necrose não somente 
morfologicamente, mas também nos mediadores e nos mecanismos biológicos de lesão. 
Durante a apoptose, uma cascata de eventos bem regulados e dependente de energia, ativa 
endonucleases específicas, entre elas as caspases que são cisteinases especificamente 
envolvidas nas fases de iniciação e execução do processo de apoptose3-8, 87.  
O uso de inibidores específicos dessas enzimas inibe o processo de apoptose, e 
constitui importante ferramenta farmacológica para o seu estudo3-8, 87. 
A inibição da apoptose pela ação de droga inibidora da caspase resulta em diminuição 
da infiltração de neutrófilos e da lesão hepática, sugerindo que a apoptose do tecido hepático 
possa ser o sinal para a reação inflamatória causada por neutrófilos. Apoptose foi 
documentada em hepatócitos e células endoteliais humanas durante o transplante hepático106-
109. O fenômeno também pode ser documentado em células endoteliais de sinusóides 
hepáticos em fígados de ratos preservados a frio103. Em modelo animal de lesão de isquemia e 
reperfusão hepática, as células endoteliais mostram sinais de apoptose mais cedo do que o 
fazem os hepatócitos. Torna-se mais evidente tanto em células endoteliais, como em 
hepatócitos, quanto maior o tempo de reperfusão87. A duração da isquemia também influencia 
diretamente o grau de apoptose nos tecidos. O estudo das vias biológicas da apoptose em 
fígado de ratos sugere que os passos iniciais da cascata aconteçam durante o período de 
isquemia, não obstante os sinais de apoptose somente apareçam durante a reperfusão, 
causando a isquemia apenas a necrose celular. Embora a apoptose tenha sido observada em 
diversas situações, muitos aspectos do fenômeno, não estão claros e constituem promissora 
área de pesquisa básica3-8, 87. 
Na OHB, a respiração de oxigênio a 100% sob condições hiperbáricas pode aumentar 
em muitas vezes a pressão parcial do oxigênio no plasma e líquidos corporais47-50,95,96. Se a 
respiração de oxigênio a 100% ocorrer em meio de pressão igual a 2 ATA (atmosferas de 
pressão), a pressão parcial do oxigênio é aumentada de 150mmHg para 2.280mmHg com um 
conteúdo de oxigênio dissolvido no plasma de 0,32mL/100cm3 de sangue para 6,8mL/100cm3 
de sangue47-50,89. Este oxigênio dissolvido pode, por difusão, alcançar o tecido privado de 
circulação19,20,44-50. 
Baseado neste suporte teórico e também no suporte empírico da utilização da 
oxigenação hiperbárica em outros trabalhos experimentais fundamenta-se a linha de pesquisa 
e em particular fundamentou-se esta pesquisa. Por outro lado as lesões advindas deste 
processo de isquemia/reperfusão e o eventual efeito da oxigenação hiperbárica podem ser 
avaliados morfologicamente pela extensão da necrose resultante, bem como pela avaliação do 
processo apoptótico50,84,87. 
A avaliação da necrose se fez pela descrição qualitativa dos achados histológicos 
identificáveis na coloração pela hematoxilina e eosina. Foram selecionados oito parâmetros 
morfológicos cujas alterações são características na ocorrência de lesão tecidual ou celular. 
 Cinco destes parâmetros estiveram diretamente relacionados ao tecido hepático. A 
ordenação e integridade dos cordões celulares em relação à veia centro lobular é uma 
característica que está precocemente ligada às alterações estruturais de sofrimento hepático de 
diferentes causas 1-3,50,84,85,87. A congestão vascular dos sinusóides hepáticos reflete uma 
resistência à circulação sangüínea traduzindo um processo de edema e obstrução vascular 
intra-parenquimatosa. A presença de hemácias extravasadas nos sinusóides pode estar 
associada a uma vasodilatação como conseqüência de um processo inflamatório na sua fase 
inicial ou de uma solução de continuidade vascular, conseqüência de lesão endotelial1-
3,50,84,85,87. A integridade da veia centro lobular é importante parâmetro, pois o aparecimento 
de lesões de sua parede pode traduzir uma gravidade maior da agressão1-3,50,84,85,87. Seu 
aparecimento é mais tardio e grave nos fenômenos implicados na resposta tecidual ao fator 
desencadeante da lesão. O espaço porta também é atingido mais tardiamente pelo processo de 
resposta à agressão, contudo costuma ser mais resistente que a veia centro lobular1-3,50,84,85,87. 
Outros três parâmetros estiveram diretamente relacionados à célula hepática. A 
integridade da membrana citoplasmática, a identificação clara dos limites celulares, a 
uniformidade da coloração do citosol, são características identificáveis e alteradas com a 
morte celular por necrose. A uniformidade da coloração e tamanho dos núcleos dos 
hepatócitos e a posição da cromatina nuclear são fatores decisivos na avaliação da viabilidade 
celular. A presença de infiltração gordurosa reflete alterações metabólicas importantes nos 
hepatócitos que revelam sua progressiva e às vezes irreversível morte celular1-3, 50,84,85,87. 
Para que a avaliação fosse significativa das repercussões globais no parênquima 
hepático e não fossem confundidas com lesões focais, foram observados vinte campos em 
cada lâmina histológica de cada um dos oito animais de cada grupo experimental. 
A avaliação descritiva mostrou que os animais do Grupo I, que representaram o 
controle,  posto que que não foram submetidos à OHB, tiveram lesões teciduais e celulares 
importantes em todos os oito  parâmetros observados. A avaliação semiquantitativa pelo 
cálculo da somatória dos escores de graduação de cada grupo nos oito parâmetros 
pesquisados, mostrou um índice de 120 pontos e que correspondeu à 50% do máximo de lesão 
esperada (240 pontos – 100%)  e que pela escala proposta foi considerada  uma lesão de grau 
moderado. Portanto a isquemia hepática de trinta minutos seguida de trinta minutos de 
reperfusão apresentou lesões teciduais e celulares consideradas moderadas pelos critérios 
adotados específicamente nesta pesquisa. Isto significa que o modelo proposto permitiu uma 
manutenção parcial da integridade hepática com potencial capacidade de regeneração. Os 
achados reproduzem o que ocorre na prática clínica em que parte variável do parênquima 
hepático a ser transplantado fica íntegra. A quantidade de tecido viável, dependente 
principalmente do tempo e dos procedimentos de preservação, será decisiva no resultado final 
de integração do enxerto 84-87,92,104,105. 
Analisando-se os resultados dos animais do Grupo II, que durante o período de 
isquemia receberam a OHB, pôde-se notar que houve uma diminuição significativa das lesões 
atingindo um escore de 60 pontos representando 25% do máximo de lesão esperada e pela 
escala adotada foi considerada uma lesão leve. Deste modo pôde-se constatar que houve uma 
associação favorável da OHB na proteção das lesões teciduais e celulares hepáticas. A 
redução do escore foi de 50% (queda de 120 para 60 pontos) em relação às lesões sem o uso 
de procedimentos de proteção à isquemia. Portanto é de se presumir que o oxigênio à 100% 
fornecido sob duas atmosferas de pressão foi capaz de manter os processos bioquímicos 
celulares próximos á normalidade evitando que as células dos hepatócitos entrassem em 
processo necrótico. O benefício da oxigenação hiperbárica administrada na fase de isquemia 
acredita-se que interfira na lesão mediada por neutrófilos. Com  à supressão nas fases 
precoces da acumulação de neutrófilos na fase de reperfusão a liberação de radicais livres 
estaria diminuida106. Há também a hipótese de que a  ação protetora da oxigenação 
hiperbárica seria na atenuação da depleção dos depósitos de energia, que é considerada a 
situção mais crítica na isquemia-reperfusão103. 
Por outro lado no Grupo III, em que a OHB foi oferecida somente no período de 
reperfusão, houve uma acentuada piora dos índices avaliados com um escore de 220 pontos 
em 240 posssíveis e com uma porcentagem de 91,6% do máximo de lesão esperada e pela 
escala adotada foi considerada uma lesão grave. A oferta de oxigênio no período de 
reperfusão agravou as lesões, quer em comparação ao Grupo controle (sem uso de OHB), 
quer em relação ao Grupo II em que a OHB foi oferecida somente no período de isquemia. A 
aplicação da oxigenação hiperbárica no período de reperfusão (Grupo III) não foi capaz de 
proteger os hepatócitos com a mesma intensidade que o Grupo II e, pelo contrário, agravou as 
lesões em relação ao grupo controle. Portanto, no período de reperfusão é licito imaginar que 
os processos envolvidos no mecanismo de necrose celular já teriam ocorrido no período 
anterior de isquemia e que a oferta de oxigênio no período subseqüente foi incapaz de impedir 
a cadeia de eventos biológicos. A ocorrência de uma maior destruição dos hepatócitos quando 
comparada com todos os outros grupos, pode-se atribuir ao fato que ao realizar-se OHB neste 
período propiciou-se uma quantidade maior de radicais livres de oxigênio e acentuou-se os 
efeitos deletérios da reperfusão103-110. 
Nos animais do Grupo IV, que receberam a oxigenação hiperbárica tanto no período 
de isquemia quanto de reperfusão, mostrou na avaliação morfológica um escore de 170 pontos 
representando 70,8% do máximo de lesão esperada e pela escala adotada foi considerada uma 
lesão acentuada. O achado coloca este grupo em vantagem quando comparado com o Grupo 
III, mas ainda em condições desfavoráveis em relação ao Grupo I. Portanto a OHB aplicada 
no período de reperfusão provoca uma maior liberação de espécies reativas de oxigênio e com 
isto aumentam os indicadores de lesão tecidual. Este efeito deletério não conseguiu ser 
eficazmente suprimido pela OHB ofertada no período de isquemia, como mostrou o Grupo II, 
e de algum modo agravou as lesões, pois apresentou resultados desfavoráveis em relação ao 
Grupo I que não teve nenhum procedimento de preservação. A aplicação da OHB no período 
de isquemia deve ter propiciado um aporte de oxigênio que manteve as funções vitais das 
células e que diminuiram o aporte de radicais livres no período seguinte da reperfusão, 
contudo o maior aporte de oxigênio na fase de reperfusão agravou as repercussões deletérias 
das espécies reativas de oxigênio piorando as lesões. Pode-se inferir que o efeito protetor do 
oxigênio na fase de isquemia foi de algum modo prejudicado pela presença do mesmo no 
período de reperfusão, mostrando certa independência dos fenômenos biológicos nas duas 
etapas. Poderia o oxigênio ofertado na fase de reperfusão estar favorecendo a formação de 
radicais livres e assim agravando a lesão celular. 
Considerando os resultados do Grupo II, aventou-se a hipótese de que a OHB, mesmo 
oferecida na ausência da circulação, pôde difundir-se nos líquidos corporais e, de algum 
modo, impedir ou minimizar as lesões celulares necróticas. Por outro lado poderia ter ocorrido 
que os tecidos dos órgãos esplâncnicos, que também estiveram em hipóxia, foram 
beneficiados pela OHB na isquemia e que no período de reperfusão tenham ofertado ao 
sistema porta uma menor quantidade de radicais livres e deste modo lesaram menos o tecido 
hepático. 
Para obter-se uma maior sustentação de que os radicais livres de oxigênio possam 
estar envolvidos no mecanismo de lesão celular no fenômeno de isquemia e reperfusão 
procurou-se avaliar a apoptose celular pela expressão imunoistoquímica da caspase 3. A 
apoptose é um processo bioquímico complexo que pode ser desencadeado por estímulos 
externos ou internos e que tem uma evolução reversível ou irreversível na dependência de 
múltiplos fatores3-8. Ela está envolvida em quase todos os processos de atividade celular e nos 
mais diversos tecidos e órgãos1-3. Seu comportamento bioquímico está na dependência da 
capacidade que tem a célula, e por conseqüência o tecido ou mesmo o órgão, de reverter o 
estímulo desencadeante1-3. 
A presença de radicais livres é um dos fatores que podem desencadear a cascata de 
eventos químicos que vão desembocar na apoptose celular identificada pelas seguintes 
características morfológicas: retração celular, condensação da cromatina  sob a membrana 
nuclear, formação de bolhas citoplasmáticas e corpúsculos apoptóticos e fagocitose das 
células ou corpúsculos apoptóticos1-8. 
A apoptose é o ponto final de uma cascata, dependente de energia, de eventos 
moleculares, desencadeadas por certos estímulos e consiste em quatro componentes 
distinguíveis, mas superpostos: vias sinalizadoras (que desencadeiam a apoptose), controle e 
integração (moléculas reguladoras que inibem, estimulam ou antecipam a apoptose e, assim, 
determinam o prognóstico), fase de execução comum (onde estão envolvidas as proteases do 
grupo das caspases) e remoção das células mortas. A remoção das células mortas se faz por 
fagocitose de modo eficiente, sem deixar vestígios e praticamente não há inflamação1-8. 
 A fase de execução é a parte final do processo. Uma cascata de proteolítica, 
que está ligada a todas as formas de apoptose, é mediada pela família das caspases que 
abrange mais de dez membros. Elas existem como zimogênios e ao sofreram o processo de 
clivagem é posto em movimento um processo de ativação rápida e seqüencial1-8.  
 Considerando o exposto optou-se por avaliar a apoptose pela expressão da 
caspase 3 que está relacionada com a fase de execução do processo e, portanto irreversível, 
porém ainda sem expressão morfológica identificável. É também um bom indicador do dano 
que um estímulo lesivo é capaz de provocar no tecido84-87,92,104,105. 
Nos animais do grupo I o índice apoptótico (3,5±0,75), ou seja, a relação entre o 
número de células marcadas em marrom nos hepatócitos por reação imunoistoquímica pela 
caspase3 e o número total de células no campo considerado, foi significantemente maior que 
no grupo II (1,62±0,91). O achado foi semelhante ao que ocorreu com a avaliação 
morfológica da necrose. O modelo proposto de isquemia e reperfusão produziu alterações 
bioquímicas relevantes e mensuráveis nos hepatócitos de ratos e que puderam ser protegidas 
pela aplicação da OHB. 
A OHB aplicada na fase de isquemia exerceu um fator protetor sobre as células 
hepáticas resguardando-as da morte celular programada. Deve ter contribuído para o 
funcionamento normal do aparato bioquímico celular, em que pese a falta de irrigação arterial 
e venosa, pela difusão do oxigênio nos líquidos corporais. O fato é decisivo no potencial de 
viabilidade do parênquima hepático e age como fator de preservação do tecido101-110.  
 A fundamentação de ação do oxigênio hiperbárico parece ter contribuído para 
que uma oferta do mesmo mantivesse as funções bioquímicas celulares de produção de 
energia sem desvios na cadeia enzimática, que é o ponto de partida da cadeia de eventos que 
desembocam no processo de apoptose. 
Também houve um paralelismo de resultados entre os achados da histologia com os 
achados de índice apoptótico nos animais do grupo III, onde o índice de apoptose 
(11,25±1,90) foi significantemente mais elevado que em todos os outros grupos. O oxigênio 
hiperbárico no período de reperfusão não protegeu as células de uma agressão externa advinda 
da formação de radicais livres que certamente ocorreu no período de isquemia. Portanto, no 
período de reperfusão é licito imaginar que os processos bioquímicos de produção de radicais 
livres já teriam ocorrido no período anterior de isquemia e que a oferta de oxigênio no período 
subseqüente foi incapaz de impedir a cadeia de eventos bioquímicos, e inclusive levando a sua 
piora pela exarcebação dos efeitos deletérios da reperfusão.  
Por outro lado os animais do grupo IV, que receberam a OHB nos dois períodos, 
apresentaram índice apoptótico (5,75±1,28) menor apenas que o grupo III (11,25±1,90), 
porém bem superiores ao grupo II (1,62±0,91) e ao grupo I (3,5±0,75). De certa forma a 
oferta de oxigênio no período de reperfusão seja de forma isolada ou após a oferta na 
isquemia leva a uma piora nos resultados de preservação celular. Uma hipótese para explicar 
o fato seria que apesar de favorecer os processos bioquímicos normais na fase de isquemia a 
oxigenação hiperbárica não protegeria de modo total, permitindo na fase subseqüente a 
formação de radicais livres que teriam sua ação facilitada pela presença abundante do mesmo 
na reperfusão.  
A avaliação quantitativa da apoptose pela expressão da caspase 3  apresentou um 
paralelismo de resultados com a descrição qualitativa das lesões e com a avaliação 
semiquantitativa dos escores dos indicadores de lesão tecidual. A coerência de resultados 
permitiu inferir que o fenômeno de necrose celular e de apoptose são monitores confiáveis da 
expressão de mecanismos bioquímicos e metabólicos envolvidos na isquemia e reperfusão do 
tecido hepático e que a oxigenação hiperbárica tem efeitos sobre estes mecanismos. Os efeitos 
são diversos, ora favorável quando da sua aplicação no período de isquemia, ora deletério 







 A pesquisa permitiu inferir que a oxigenação hiperbárica atende, nos seus 
princípios teóricos, como um procedimento que pode proteger tecidos, em particular os 
hepatócitos, num modelo de isquemia/reperfusão. A fundamentação teórica da oferta de 
oxigênio difusível pelos líquidos corporais parece ter encontrado respaldo nos resultados uma 
vez que a sua presença de algum modo protegeu os hepatócitos na vigência da interrupção 
arterial e venosa do fluxo sangüíneo. Persistem dúvidas quanto ao real mecanismo de 
proteção, se por difusão ao próprio parênquima hepático em isquemia ou se por proteção aos 
outros tecidos do território esplâncnico durante o período de isquemia e que ainda tinham 
circulação sanguínea colateral, embora que prejudicado pela obstrução portal total. Assim, 
abre-se a perspectiva de testar o modelo realizando um período de OHB previamente ao 
período de isquemia pela oclusão do pedículo hepático como se fora um precondicionamento 
de oxigenação hiperbárica. 
Dentro das limitações inerentes aos critérios de avaliação histológicos propostos e no 
tipo de marcador utilizado para a apoptose, foi possível estabelecer uma relação causal do 
papel protetor da oxigenação hiperbárica nas lesões de isquemia e reperfusão. 
A fundamentação teórica da ação da oxigenação hiperbárica ficou mais explicita na 
avaliação do grupo em que ela foi aplicada no período de isquemia mostrando que, 
possivelmente impedindo a formação de radicais livres, interferiu favoravelmente na cadeia 
de eventos bioquímicos com conseqüente preservação morfológica dos hepatócitos. 
Abre-se um amplo espectro nesta linha de pesquisa e novos estudos serão necessários 
para melhor elucidar os efeitos da OHB na prevenção de lesão por isquemia e reperfusão de 


















1- As lesões morfológicas e apoptóticas em hepatócitos de ratos foram significantemente 
menores nos animais que receberam aplicação de oxigenação hiperbárica no período 
de isquemia em comparação com os animais do grupo controle, que não recebeu 
nenhum tipo de proteção. 
 
2- As lesões morfológicas e apoptóticas em hepatócitos de ratos foram significantemente 
maiores nos animais que receberam aplicação de oxigenação hiperbárica somente no 
período de reperfusão em comparação com os outros três grupos. 
 
3- As lesões morfológicas e apoptóticas em hepatócitos de ratos foram significantemente 
menores nos animais que receberam aplicação de oxigenação hiperbárica nos dois 
períodos do que nos animais que receberam a oxigenação apenas na reperfusão, mas 
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PROTOCOLO Nº  1 
                                       
PROCEDIMENTO OPERATÓRIO 
 
Identificação:                                      
Peso:................                      Idade:..............               Sexo:.............




Dose dos anestésicos: .......................................................................






Isquemia:                           Início: ______h _____min            Fim: _
 
Reperfusão:                       Início: ______h _____min            Fim: _
 




























PROTOCOLO Nº 2 
                                       
PROCEDIMENTO COLETA DE FÍGADO 
Identificação:                                      
Peso:................                      Idade:..............               Sexo:..........




Dose dos anestésicos: ....................................................................





Laparotomia e Hepatectomia Total 
 
Início: ...........h  ...........min            
 Fim: ..............h  ..........min 
 
 
Frasco de coleta número:.............................................................






























PROTOCOLO Nº 3 
                                       
PROCEDIMENTO DE PREPARO HISTOLÓGICO 
 
 
Identificação:                                      
Peso:................                      Idade:..............               Sexo:.............
Data do procedimento operatório: _____ / _____ / _____ 
 
 
Frasco de coleta número : ....................... 




Fixação de:................. horas 
Processamento de lâminas HE -          data início: ................ data té


































PROTOCOLO Nº 4                                                                                    




Identificação:                                      
Peso:................                      Idade:..............               Sexo:..........
Data do procedimento operatório: _____ / _____ / _____ 
 
 






































PROTOCOLO Nº 4                                                                                    




Identificação:                                      
Peso:................                      Idade:..............               Sexo:.............
Data do procedimento operatório: _____ / _____ / _____ 
 
 


















                     
Nº: 
_________
 
Grupo: 
_____ ... 
